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子宮体部低分化型腺病由来細胞株の樹立と
そ の性状に関する研究
金沢大学医学部産科婦人科学誇座 は 任 こ 西 田悦郎教授う
加 藤 典
57歳 の 子宮休部低分化型腺病患者の 摘出腫瘍よ り培養細胞株を樹立 し， そ の 細胞像 ． 増 殖 パ タ
ー ン ー 増殖に 及ぼす性 ホ
ル モ ン と放射線の 影響に つ い て 検討 した ． こ の 株細胞 は ， 10 ％非働化牛胎児血清くfetal bo vin e s er u mF B SI 添加
ハ ム F12培
地の もと に ， 37 C， 5 ％炭酸 ガ ス 下で 静置培養 され ， 5年以上 経過 し80代以上 に 至 っ て い る ． 樹立 され た細胞株 の 性状は次の ご
とくで あ っ た ． 上 記培地で培養す ると細胞倍加時間ほ72句 140時間であり ， 位相差顕微鏡 に よ る観察で ほ ， 細胞 の 形状 は 煩円
形 へ 多稜形 で 敷石 状 に 増殖 し重賛す る傾向が み られ た ． ま た ， こ の 株細胞の 先天性胸腺欠損雌 マ ウ ス へ の 移植 に よ り腫瘍形成
が認め られ ， そ の 組織像は原腫瘍 とよ く類似 し て い た ． デ キ ス ト ラ ソ ． 活性炭 くde xtr a n
－ C O ated char c o al， D C Cl 処理 F B S
10 ％加 ハ ム F12培地 に お い て ， 細胞増殖に 及 ぼす各種性 ス テ ロ イ ド添加の 影響を検索 した と こ ろ ， ホ ル モ ン 非添加対照群 に 比
し， エ ス トラ ジ オ
ー ル くestr adiol， E，l の 場合 に は 10－1 0h v 肝 6 M の 濃度で増殖促進効果が認め られ くpく0．05l， そ の 最大効果 は
10N8 M であ っ た ． デ ヒ ド ロ エ ビ ア ン ド ロ ス テ ロ ソ くdehydr o epia ndr o ster o n e， D H AJの 場合 に は 10－
10
へ 1 0－5M で増殖促進効果
を認め くpく0．051， そ の 効果は 1 0
－ T M で 最大で あ っ た ． しか し， そ の 細胞増殖促進作用 は E2 の 効果を超 え るもの で ほ な か っ
た ． プ ロ ゲ ス テ ロ ソ くprogester o n e， Pl で ほ 1 0－10M． 10
－ gM と 1 0－5M で 軽度の 増殖抑制効果 が認め られ た くpく0．051－ テ ス ト
ス テ ロ ン くtestoster o n e， Tlでも 10－10M h v lO
－
8M で軽度の 増殖抑制効果が認め られ た くpく0．05l． ま た ， 放射線感受性 に つ い て
は ， 10グ レ イ くgr ay， Gyl の 1 回 照射 で照射後1 9 日 目に 増殖抑制効果が み られ た くpく0－0引 ． 以 上 今 回子 宮休痛 く低分化型腺
ブ副 由来の 細胞株を樹 立 し， 主 と して 細胞増殖に 及 ぼす各種性 ス テ ロ イ ドの 影響を 検索 した成疎か ら， E2 お よ び D H Aは促進
的に ， T お よび P ほ抑制的に 作用 するもの と 考え られ た ．
K ey w ords endo m etrialc a r cin o m a， e Stablished c e11 1ine， S eX SterOid horm o ne， radiatio n
近年培養法 の 進歩 に よ っ て種 々 の 子宮体癌培養細胞株が樹立
されl 川 ， それ らを 利用 した研究か ら細胞 の 特性 が究 明 され る
よ うに な っ た ． さ ら に ， そ の 特性 に 関す る研究成果が臨床の 面
に も応用 され 診断治療 に 役立 っ て い る ．
子宮体癌は乳癌や前立腺癌と同様 に ホ ル モ ン の 標的臓器 に 発
生する癌であ る こ と か ら， エ ス ト ロ ゲ ンくe stroge n， EIが そ の 危
険因子と考え られ て お り， 何 らか の 原 因に よ る E の 相対的 な慢
性過剰す なわ ち 無抵抗 Eくu n op pos ed El状態が癌化 に 密掛 こ関
連 して い る と されて い る別 ． ま た ， 内膜腺の 癌化に 伴 っ て 性 ス
テ ロ イ ドに 対す る反応性の 変化や代謝異常な ども生 じて い る こ
とが 指摘され て い る
柑ト 2ーI
． なお ， そ の 薬物療法 と して ほ ， 従来
よ り抗E作用 に 基づ く プ ロ ゲ ス ト ー ゲ ン br ogestoge nIや 抗 E
製剤に よ る ホ ル モ ン 療法が よ く行な わ れ て い る
13ト 15， が ， 高分化
型腺病の 場合 に ほ 有効 で も低分化型腺病 に は 無効 な こ と が 多
い一 冊 ． こ の よ うな ホ ル モ ン 応答性が ど の よ うな 較構 で成立 し
て い るの か に つ い て 関心 が もたれ ， 最近で は体癌の 増殖調節機
構に おける種 々 の 増殖 ■ 抑制因子に つ い ても研究が な され て い
るt811gI
今回 ， 子 宮体部低分化 型腺癌 で エ ス ト ロ ゲ ン 受 容体くE
r e c eptor， E Rl． プ ロ ゲス テ ロ ン 受容体くproge ster o n e r e c eptor．
P Rlが存在 し， 臨床上 プ ロ ゲ ス ト ー ゲ ン 療法 が有効 であっ た 子
宮体癌患者を対象 と して ， まず摘出腫瘍よ り細胞培養を試み ，
子 宮体癌由来細胞株 を樹立 しそ の 性状に つ い て 検討 した ． さ ら
に ， こ の 樹立株細胞 を用 い で性 ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 細胞増殖
に 及ぼす影響を中心 に 検 討 した ．
対 象お よび方法
子宮体癌の た め 手術を施行 した患者の 臨床経過と細胞株樹立
に 関す る材料 お よび 方法は ， 次 の ご と く であ る ．
I ． 細胞株の 樹立 方法
1 ． 摘 出材料
り 症例 ． 臨床的事項
患者ほ57歳 の 主 婦で ， 主 訴ほ 不 正 性器出血 ， 月 経 ■ 妊娠歴は
初経14歳， 閉経52歳 ， 7 回妊 娠 ． 2 回分娩く人 工 妊娠中絶 5
回Iで あ っ た ． 1987年 6月 ， 金沢大学医学部附属病院産科婦人
科を受診 し， 子宮体癌 ， 臨床進行期は 工V b期 と診断 され た ．
平成6年3月 2 日受付， 平成 6年4月15日受理
A breviations ニDC C， de xtra n－ C O ated charc oalニ D H A， dehydr oepia ndro stero n ei E， e StrOgenニ E2， e Stradiolニ
EI A， en Zym eim m u n o ass y iER， e StrOge n reC eptOrニ F B S， fetal bo vine s e r u mニ Gy， grayニ H－E， he m ato xylin
and eo sinl M P A， m edro xy proge stero ne a c etateニ Nノ仁 n u cle u sIcytoplas mai P， prOge Ste rO n e Pap，
Pap anic ola ouニ P B S， phosphate－buffered s alin eニ P R， prOgeSterO n e reC eptOrニ T， teStOSterO n e
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性器出血多量 の た め 同 年 7月21 日止 血の 目 的で 両側内腸骨動脈
結紫術を行な い ， 同時 に 原発巣で ある子宮の 単純全摘術と 両 側
付属器摘出術 を施行 した ． 術 後 病 理 組織学 的分類 くpo sト
s urgic al tu m or－n Ode－ m eta StaSis cla s sific atio n， pT N Ml で は
pT．NIMl で ， 子宮休部 の 低分化型腺病 と診断 され た ． 摘出腫瘍
の E R お よ び P R を酵素免疫測定法 くe n zym eim m u n o a ss ay，
EIAlに て ， ア ポ ッ ト E RくP RトEI Aキ ッ ト くA bbottLab．，
North Chicargo． IL， U ．S．A．I を 用い て 測 定 した と こ ろ ， E R
73fm oVm g タ ン パ ク く基準値1 3fm oVm gl， P R 31fm olノm g タ ン
パ クく基準値 10fm oVmglであ り ， E R およ び P R ほ陽性で あ っ
た ． こ の 手術標本の 腫瘍部分 よ り観織 を採取 し培養に 供 した ．
手術後抗癌剤 に よる化学療法 と メ ド ロ キ シ プ ロ ゲ ス テ ロ ソ ． ア
セ テ ー ト くm edr o xy pr oge ster on e a c etat ， M P Al に よ る ホ ル モ
ン 療法 を行 な い 転移巣の 縮小 を認め た が ， 再度増悪 し1 989年4
月に 死 亡 した ．
2つ 摘出腫瘍 の 魁織標本
子宮休部内膜細胞塗抹標本は パ パ ニ コ ロ ー くPapa nic ola o u，
PapI 染色， 摘 出腫瘍標本に つ い て は へ マ ト キ シ リ ン ． エ オ ジ
ン くhe m ato xylin a nd e o sin， H－Eト染色を行な い 光学顕微鏡に て
観察 した ． それ ら の 所見ほ 次の ご とく で あ っ た ．
i ． 細胞 塗抹標本所見
著明に 腫大 した核を 有す る卵 円形 の 細胞が多数認め られ ， こ
れ らの 細胞ほ孤 立性 で ， 一 部は軽度 の 重額性を 呈 して い た ． 核
l細胞質くn u cle u sIcytoplas m a， NノCI比 ほ大きく ， 核 の 形状は 多
様で あ っ た ． ク ロ マ チ ン は増量 し， 細顆粒状に 不 規則 な凝集を
示 し， 核縁が肥 厚 して い た ． そ れ ぞれ の 核 内に は 大きな赤染 し
た核小休を い v 2個認 め た ． ま た ， 細胞質 ほ ラ イ ト グリ ー ン に
好染 し ， レ ー ス 状を呈 して い た く図1I．
ii． 組織診所見
大部分は充実性増殖 を 示 して お り， 一 部に 不 規則な 腺様構造
が み られ た ． 腫瘍細胞 は類 円形の 状態 を と るも の が 多い が ， 核
の 異型性が強く ． 低分化型腺病と診断さ れ た く図 2I．
2 ． 培養方法
り 初代培養
摘出子宮 の 休部よ り無菌的町踵瘍組織を採取 し， 0．15 M燐酸
緩衝生理食塩水 くphosphate－buffer ed salin e， P B Sl 中で 洗浄 し
Fig．1． Endo m etrial aspiratio n cytology of the origin al
tu m or． Nu cle a r e nlarge m e nt a nd a nis okaryo．sis are
r e c ogniz ed． Note the o v erlap ping of n u c，1eia ndthicke ning
Of n u cle ar m e mbra．n e． Gr a n ular clu mp of chr o m atin， red
m a cr o n u cle oliar e als o obs er v ed． Papanic olao u stain ．
X250．
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た後 ， メ ス で 細切 して 培養に 供 した ． 初代培養は組織片培養法
に 従 い ， 20 ％の 非働化牛胎児血清tfetal bovine s er u m， F B SI
くGibc o， Ne w York， U．S，A，l お よび硫酸 カ ナ マ イ シ ソ くka n a my－
Cin sulfateH明治製菓 ， 東京I50JJglml を含有する ハ ム F 12培地
くGibc oナ を使用 して ， 37 て二， 湿潤 ， 5 ％炭酸 ガ ス 下 に 静置培養 し
た ． 培養液は培養開始当初3 日に 1 度， 半量づ つ 交換 した ．
2う 継代培養
0．15 M P B Sに 溶解 した 0．02 ％エ チ レ ン ジ ア ミ ン 4酢 酸
くethyle n edia min etetr a a c etic a cid， E D T AH 和光純薬， 大阪I と
0．1 ％ ト リ プシ ン くtry psinl のifc o Lab．， Detroit， M ichiga n，
U－S．A．1混合溶液に て 細胞を剥離さ せ ， 1 こ 2 ある い ほ 1 こ 4
に 希釈 して ， 上 記の 硫酸カ ナ マ イ シ ン 含有20 ％非働化 F B S加
ハ ム F 12培地 で 培養した ． 初代培養よ り約 3 か月後 に ほ F B S
の 濃度を 10 ％に した ．
3 ． 細胞増殖速度
10％ 非働化 F B S加 ハ ム F 1 2培地中に おけ る細胞増殖倍加時
間は ， そ の 増 殖曲線か ら 求め た ． す な わ ち ， 105 個 の 細胞 を
3．5c m 径培養皿 くFalc o n3001， Be cto nDickin s o nLab．， Lin c oln
Park， U．S．A．1 に 播き， 2 日 おきに 培地を交換 した ． 一 方 ， 毎日
3検体ず つ 細 胸を 剥離 し単個細胞 と して ， 0．4 ％ ニ グ ロ シ ソ
くnigr osin eH 和光純薬う で 生体染色を行 ない ， 血 球計算板 くヱ ル
マ
， 東京I を用い て 生細胞数を計測 し倍加時間を算出 した ．
4 ． 異種動物 へ の 移植
先 天 性胸腺 欠損雌 マ ウ ス くc o nge nitally athymic fe m ale
m o u seH B A L BノC， n uln uH月 本 ク レ ア ， 東京I を ア イ ソ ラ ッ ク
内 で 滅菌水 と オ リ エ ン タ ル 固形飼料 くオ リ エ ン タ ル 酵 母 ， 東
京1 で 飼育した ． 実験に は ， 7適齢以降で 体重 20g 前後の もの
を 用 い た ． 培養細胞 105個ま た は 107個を 0．15 M P B S O．3ml に
浮遊 させ ， 20 ゲー ジ注射針に て 先天 性胸腺欠損雌 マ ウ ス の 背面
皮下 に 刺入 し移植 した ．
5 ． 形態観察
原発腫瘍およ び移植腫瘍に つ い て ほ ， 10 ％中性緩衝 ホ ル マ リ
ン 液 で固 定 し， パ ラ フ ィ ン 包唾後切片を作成 して I＋E染色を
行 な っ た ． 培養細胞 に つ い て ほ ， 位相差顕微鏡に よ る観察の ほ
か電 子顕微鏡 で も観察 した ． 電子顕微鏡用標本 の 作製ほ ， 培養
細胞 を 1％ グル タ ー ル ア ル デ ヒ ドと 4 ％ ホ ル マ リ ン の 混 合液
Fig． 2－ Light micr ogr aph of the origin al tum or． It sho w s
the appe ar a n c e of u ndiffe re ntiated c arcino m a． G la ndular
fo rrn atio n sha v e partic ularly dis ap pe ar ed a nd the ce11s
m a nifestbiz arr e aty pic alform s． T he str o m ais minim al in
a m o u nt． He m ato xylin a nd e o sin stain， X200．
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く0．1 M カ コ ジル 酸緩衝液 で pH 7．4 に 調整I で20分間前固定 し
た ． さ ら に ， 2 ％ オ ス ミ ウ ム 酸 く0．1 M カ コ ジ ル 酸 緩衝液 で
pH 7．4 に 調整1 で 1時間の 後固定を行 な っ た の ち ， 上 昇 エ タ
ノ ー ル 系列 で脱 水 し， エ ボ ン 81 2で包埋 した ． 硬化 さ せ た後 ， 試
料を ウル ト ラ ト ー ム で超薄切片と し， 酢酸ウ ラ ニ ル ． 硝酸鉛の
二 重染色を施 し た ． 観察 に は 透過塑電子顕微鏡 H U－11 D塑
く75 K VH 月立 ， 東京1 を 用い た ．
H ． 樹立 された細胞株 の特性
1 ． 性 ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 感受性
培地 に お ける 添加 血清 の ス テ ロ イ ド除 去 の 目 的 で ， ま ず
F B S を デ キス ト ラ ソ ． 活 性 炭 くde xtra n－C Oated cha．r c o al，
D C Cンで処理 し， こ れ を 1 0 ％の 濃度 で加え た ハ ム F 12培地を作
成 した ． そ の 培地中に Sigm aくSt． Lo uis Mo ．， U．S．A．1よ り購入
し た ェ ス ト ラ ジ オ ー ル くestr adiol， E2J， プ ロ ゲ ス テ ロ ソ
くprogestero n e， Pン， テ ス ト ス テ ロ ソ くte sto ste ro n e， Tl， お よび デ
ヒ ド ロ エ ビ ア ン ド ロ ス テ ロ ソ くdehydr o epiandr osteron e， DHAl
を ， それ ぞれ種 々 の 濃度 で 添加 した ． ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 溶
解に は エ タ ノ ー ル を用 い ， 培地に お ける エ タ ノ ー ル 最終濃度を
0．2 ％ と した． な お ， 同培地 に 同 一 濃度 の エ タ ノ ー ル を 添 加 し
た もの を 対照群 と した ． F B Sの DC C処理 ほ次 の ご と く行な っ
た ． 1g の 活性炭くNoritS X－3H 和光純薬I と 0．1g の デ キ ス ト ラ
ン くDe xtr a nT 70ンくP har m a cia Fin e C he mic als， A B Up ps ala，
Sw ede nlを 50mlの 蒸留水 に 混ぜ ， 2000x g で10分間遠心分離
し ， 上 清を 除 い た もの を D C C と L た． こ の D C C を F B S
50ml と混合 し， 56 C 30分間温浴 した 後 2000x g で15分間遠心
分離 し， 上清 50r山 をもう 一 度新 しい D C Cと混合 し， さ らに
37 て二30分間温浴 した ． そ の 後 2000xg で15分間遠心分離 し ， そ
の 上 清 を 孔径 0．2Jlr n の メ ソ ブ ラ ン フ ィ ル タ ー くSartoriu s，
Gtittinge n， Ger m a nyJに て 濾過 し， 残存する D C C を除去 して
D C C処理 F B Sを得 た ．
培養 細胞 105 個 と 10 ％ D C C処 理 F B S加 ハ ム F1 2培地
2mlを 培養皿 くFalc o r1300り に 入れ て培養を開始 し， そ の 後 2
日 目に ホ ル モ ン 添加培地 に 交換 した ． さ らに ， そ の 4 日後 に 同
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Cultu red days
Fig．3． Gr o wth c ur v e of the c ultured ce11s． Cultu r ed c ells
W er e S eeded o nto 3．5 c m c ultu redishe s with Ha m
．
s F 12
C O ntaining lO ％ he at in a ctiv ated F B S． Mediu m w as
Cha nged e v ery otherday． Ce11n u mbe rs w er ed ter mined
every dayin 3 dishe sfor e a ch tim epoint， a nd r es ultsfr o m
all dishe s w era ve raged． ゆ， m e a n Of 3 dishe sニ ba rs，
S．E．M ．
方法 で 生細胞数計測を行な っ た ． な お ， 各種性 ス テ ロ イ ドの 溶
解に は エ タ ノ ー ル を用 い た が ， 細胞 増殖 の 面で は ， エ タ ノ ー ル
を 0．2 ％ の 濃度 で 培地 に 添加 した場合と末添加の 場合の 間で 差
は認め られ なか っ た ．
2 ． 放射線感受性
培養細胞 2xl O5 個と 1 0％ F B S加 ハ ム F 12培地 2ml を培養
皿 くFalc o n300り に 入 れ培養を開始 し， そ の 4 日後 に ラ イ ナ ッ
ク くLin acンく1 0 MeV X－r ayIM L－15 M 皿く三 菱電機 ， 東京トに よ
り10 グレイ くgr ay， Gylを 照射 した ． 放射線照射後14 日B ， 19日
目 に Pap 染色 に よ る形態観察 と前出の 方法で生細胞数計測を
3検体ず つ 行 な っ た ．
H ． 推計学的処理
計測値はすべ て平均値 土壌準誤差 くm e a n土S．E．M ．1 で表示 し
た ． 2群間の 差 の 検定 に ほ M a n n－W hitn ey の U検 定 を 用 い ，
pく0．05 をも っ て 有意 の 差 と した ．
成 績
I ． 腫瘍細胞 の培養経過
1987年7月21 日に 初代培養を行な っ た ． 当初 よ り線維芽細胞
の 増殖は ほ と ん ど認め なか っ た もの の 上 皮性細胞 の 増殖も極め
て 遅く ， 同年 9月 に 至 り漸く継代培養を行な っ た ． 増殖は徐 々
に 旺 盛 とな り， そ の 後 ク ロ ー ニ ン グを 行な う こ と なく腫瘍細胞
の 培養系が得 られ ， 1993年現在80代以上 に 達 して い る ．
五 ． 培養腫瘍細胞の性状
1 ． 増殖速度
増殖は比較的緩徐 で48時間まで ほ 遅延期を示 した が ， 以後13
日 目 ま で 対数増殖期， そ の 後定常期に 移行 した ． 対数増殖期に
おけ る細胞倍加時間は72〆 －140時間で あ っ た く図31．
2 ． 異種動物 へ の 移植 とそ の 腫瘍組織像
B A L BノC 系先天性胸腺欠損雌 マ ウ ス の 背面皮下 に 培養細胞
を移植 した と こ ろ ， 105 個 の 移植の 場合に は 4 か月後 6 匹中 1
匹 に ， 1 0
7個 の 移植 の 場合に ほ 2 か月後 6匹 中 5 匹に ， そ れ ぞれ
固形腫瘍の 形成を認め た く図4I． 形成 され た 腫瘍ほ よ 原発巣と
同様 の 覿織像を 呈 した ． す なわ ち ， 腺様構造 は 一 部 に 不 規則に
残存す るもの の ， 大部 分ほ充実性増殖を 示 し， 細胞形態 ． 染色
性 ． 核 の 大きさ は 多様 で ， 異型性が 強く ， 核 小体 は 明瞭 で腰大
Fig． 4． Tu m orfor m atio n in c o nge nitally a．thymic fe m ale
m o u s e． Ap pr o xim atelyl O
T
c ells w e reinje cted subc uta n e－
－ O u Slyinto B A L BJ
Ic， n uノn u， C O nge nita11y athymic f占m ale 7
W e ek oldm o u se． P hoto sho w sthe m o u s e2 m o nths after
tu m or c ell inje ctio n．
子宮休部低分化型腺病由来細胞株樹立 とそ の 性状
して い た く図51．
3 ． 光学轟敏鏡所見
培養細胞 の 位相差屏教鏡所見 と して は ， 個々 の 細胞 は楕円形
ない し多稜形 で ， 卵円形の 核 をも ち ， 一 部で ほ多核 一 巨大核を
呈 し， NノC 比 は大で あ っ た ． 核 内の ク ロ マ チ ン 構造は 細顆粒状
を呈 し， ま た ， か な り大きな核小体が み られ た ． 細胞 の 配列は
上 皮棟数石状を 示 すが ， 接触阻止ほ み られ ず容易に 重語す る傾
向が認 め られた く図 61．
4 ． 電子顕敏鏡所見
培養細胞 に お い て は ． 核の 偏位が み られ ， 核縁 の 切れ 込み が
強く ， 大型 の 核小体が偏在 して い た ． また ， 細胞 内小器官の 発
達も悪 か っ た ． すな わ ち ， ミ ト コ ン ドリ ア は 小型で あり ， 小胸
体は小型で か つ 数も少な か っ た ． ゴ ル ジ装置の 発達 は乏 しく ，
極性が乱れ て核下部 に 認め られ るもの が 多か っ た ． 細胞間接着
装置と して 接着斑くde s m os o m el が認 め られ た ． 細胞 遊離縁
は教絨毛くmicr ovi11il が認 め られ た が ， 発達は 悪か っ た く図7l．
瓜 ． ス テ ロイ ドホ ル モ ンに対す る感受性
各種性 ス テ ロ イ ドの 培養細胞 の 増殖 に 及ぼす影響 に 関 して
は l 図 8に 示 した ． ホ ル モ ン 非添加の 対照群 に比 し， E2添加で
は ， 10－1 0句 10． G M の 濃度で有意 の 細胞数増加を 示 しくpく0．05ラ，
10－8M の 濃度 で対照群の 2．2倍 と最大 の 効果を 示 した ． しか し ，
Fig． 5． Light micrograph of the tu m o r which de v eloped in
C O nge nitally athyr nic m o u s e， Sho wing histologic al ap pe ar a－
n c e similarto the orlgin altu m or． He m ato xylin a nd eo sin
Stain ． x1 25．
Fig， 6， P has e c o ntr a st micr os c opic findings of c ultur ed
C e11s ． T he c ells gr e w a s a n epithelioid m o n olayerin a
pav e m e nt－1ike arr a nge m e nt， C O ntainlng large n u clei with
m ultiple n u cle oli． Cytopla s m ais n ot s o abu ndu nt， and the
C ells ar estacked． witho uし C O nta Ctinhibitio n． x150．．
579
10一丁M 以上 の 高濃度で は む しろ増加程度 の 減少 が認め られ た
くpく0．05I． P添加 で は ． 1 0．10軋 10．9 M と 10－ 5 M で有意 に 細
胞数増加抑制効果が み られ たくpく 0．051が ，1 0．8 へ 1 0
－ 6
M の 濃度




－ 8M で 有意 の 細胞数増加抑制効果 が み ら れ た
くpく0．0引 が ， 1 0
－ 7
へ ■1 0－5M の 濃度で は対照群と の 間で差 は認め
られな か っ た ． D H A添加で ほ ， 1 0
－ 1D
J blO－5M の 濃 度範囲で有
意 の 細胞数増 加 が 認 め ら れ くpく0．0軋 そ の 最 大 効果 は
1 0
－ 7
ノ ー10．6M で あ っ た ． しか し， そ の 効果は E2 に 比 べ て 小 さ
く ， ま た ， 10
－ 5 M で はそ の 効果の 減弱化が認め られ た ．
Fig． 7． Electro n micrographs ofcultur ed endo m etrialc a n c er
C ells． くAI Ma ny mito cho ndria and spar s e e ndopla smic
r etic ulum c a nbe obser v ed， Noteirregular shaped n u cle u s
With n ucle olu s． Sc ale barindic ates2 pm ． く即 M icr o villi
are obs erved． Sc ale barindic ate s 2 JLm ． くCI As for
inter c e11ularjunctio ns， de s m o s o m e s c anbe s e e n． Sc ale
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Co n c e ntratio nofs e x ster oid hor m o neくMI
Fig． 8． Ef王e cts of s e x ster oid hor rn O n e S O n C ell，p
rOlifer atio n－ A， E2こ B， P三 C， Tニ D， D H A． Cells く105JI3．5 c m dishI w er e s e eded
in Ha m
－
s F 12m ediu min the pr e se n c e of l O ％ D C C－tre ated F B S． A fte r2 days in c ultur e， m ediu m w a s repla ced by Ha m
，
s F
12m ediu rn c o ntaining the indic ated c o n c e ntr atio n s of steroid hor m o n e s． T he 7th days later， C ells fro m 3 dishesfor e a ch
e xperim e nta．1 gr o up w er e c o u nted in ahern o cyto m eter． Colu m n s， m e a n Of 3 dishesニ bar s， S．E ．M ． Re s ults ar e e xpr es sed as
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Days afte r irr adiatio n
Fig． 9． E王fects of irr adiatio n o n c ellpr olifer atio n． Cells
く1 0
513．5 c m dishl w er e se eded in Ha－m
，
s F 1 2m ediu m
containing l O ％ he at in a ctiv ated F B S． After 4 days in
cultur e， 10 Gy of irr adiatio n w a sdo n e． Celln u mbe rs w e re
co u nted in 1 4th a nd 19th day after irradiatio n． 笥，
c o ntr oli ロ， 1 0 Gy irr adiatio n． Colu rn n s， m e a n Of 3
dishe sibar s， S．E．M ．
轟
， pく0．05by M ann
－W hitn ey U te st．
N ． 放射線感受性
培養開始後4 日目に 1 0Gy の 放射線照射を行な っ た ． 放射線
照射後14 日 目に お け る生細胞数 は ， 対照群 の 9．2 士2．1xlO
5個ノ
培養皿 に 比 し， 7．2 士1．9xl O5個ノ培養皿 と減少傾向を 示 し， 19日
目で は 対照群 の 1 8．2 士2．1xlO
5
個ノ培養 皿 に 比 し ， 3．6 士1．Ox
lO
5個ノ培養皿 と有意 に 減少 して い た くpく 0．0引ぐ園 91．
放射線照射が奏効 した 細胞で は ， 細胞質が 淡染性と な り細胞
質 ． 核 の 空胞変性 ， 核の 膨大が お こ り， また 核塾が さ らに 不 規
則に な っ た ．
考 察
ヒ ト癌細胞培養株 に つ い て ほ ， Gey ら
20月こよ り 樹立 され た株
細胞 HeLa を噂矢 とす る が ， こ れ が 世界的に 普及 し研究に 利用
され て きた ． そ の 後も種 々 の 臓器 の 腫瘍よ り培養細胞株が樹立
され て きて お り 恥 彗 こ れ らは癌 の 治療法 の 開発や生化学， 免疫
学な どの 基礎的研究に 応用 され ， ヒ ト癌の 生物学的特性を知る
上 で 大きな役割 を果た して い る ． 子宮体痛に つ い て は ， 我が国
に お い て も平均寿命の 延長 お よ び食生活の 欧米化 ， ひ い ては内
分泌環境の 変化に 伴い l 乳癌や 卵巣癌な どと 共に 近年増加 しつ
つ ある癌と して注目 され て い る ．
また ， 子宮体癌の 生物学的特性解明の た め に 多くの 子宮体癌
細胞株の 樹立が望まれて お り， そ の 試み が な され て い る ． 子宮
体癌株は Ku r a m ot らり や N ishida ら
21 に よ り樹立 され て い る
が ， 低分化型腺病に つ い て の 報告 は少な い
5
． 子宮体癌の 予後は
観織学的種類 ． 悪性度 に よ っ て 大きく左右 され るの で ， 培養株
細胞 に お い て も よ り多くの もの が樹立され ， そ れ らの 特性 に つ
い て研究 され る こ とが 望 まれ て い る ． こ の 点 に お い て も今回の
子宮体部低分化型腺癌由来細胞株樹立と そ の 性状
新しい 細胞株の 樹立 は 意義の あるもの と 考え られ る ． な お ， 日
本組織培養学会の 魁織培養細胞株株名登録規程 の 中に ほ ， そ の
登録受付基準 と して 卜細胞株 ほ 1年以上 お よ び50代以上継代
した細胞J と記載 され て い るが ， 今回 培養を続けて い る こ の 細
胞株もすで に 5年以上 80代以上 の 経過 して お り ， こ の 基準を
満た して い る ．
まず， 今 回 の 初代培養に つ い て で あるが ， 摘出腫瘍せ メ ス で
締切 した後 シ ャ
ー レ に 貼 り付ける方法 を と っ た ． こ の 方法 は酵
素分散法の ように 細胞 が傷害を受ける こ とも少なく l 組織片 が
基質 に 付着 しやす い 場合 に は非常に 簡便 で有効 な方法と され て
い る
21，
． 培養液 とそ れ に 加え る血 清に つ い て ほ ， Eagle の 最少
必須培地 に 20 ％自家 血清 を加え る の が 最も よ い と さ れて い
る
22，が ， ヒ ト培養細胞 に お い て は自家血 清で 培養を続け る こ と
は不可 能 で あり ， 多く は F B Sまた は仔牛血清くc alfs er utnlを
用い て お り ， 本研究に お い てもそ れ に 倣 っ た ． 培養液 に 関 して
は よ 樹立 細胞株 に お い て は そ の 違 い は 少な い と 言われ て お り ，
樹立維持 され て い る子宮体癌株 の 培地も様 々 で ある ． 今回 の 継
代培養に ほ ハ ム F 12 を使用 した ．
今回培養 した子宮体部腫瘍は ， そ の 病理 学的所見か ら低分化
型腺病と診断された が ， 腺様構造 ほ極め て不 明瞭で大部分 が充
実性増殖を示 して い た ． 細胞の 形態 ， 染色性 ， 核の 大きさ な ど
は多様性を示 し， 異型性が 強く み られ た ． また ， ホ ル モ ン 受容
体に つ い て は ， E R お よび P Rの 陽性率は高分化型 で高 く ， 低
分化型で は 一 般に低 い と されて い る
231が ， 今回 の 原発腫瘍ほ低
分化型であ っ た が ， E R， P R ともに 陽性 であ っ た ．
初代培養に 用い られ る摘出腫瘍に は ， 癌細胞 の 他 に 問質細胞
をは じめ 何種煩か の 細胞 が含 まれ て い る 可能性 がある ． 特に ，
線維芽細胞 の 混在が細胞株樹 立 に 際 し て 問題 と な る ． 本例 で
は ， 初代培養 よ り培養線維芽細胞の 形態を 示 す細胞 の 混入 は 認
め られ なか っ た ． なお ， 培養細胞は楕円形 へ 多稜形細胞で ，．敷
石状に配列 して い た が 一 部重帝性を持ち ， しか も電子顕徴鏡所
見で は密着結合くtightju n ctio nl や接着斑 な どの 細胞間接着装
置が認められ ， 上 皮系細胞の 特徴 を示 して い た ． ま た ， 発達は
悪い が細胞遊離縁 に は 徴絨毛が認 め られ ， 腺系細胞の 特徴も残
してい た ． さ らに ， NノC 比 の 増大 ， 核 の 多形性 ， 著明な核小体
な どの 形態学的に 悪性 の 条件を満 た して い た ．
得 られ た 培養細胞が ， 癌細胞に 特有 の 性格を有する か どうか
を 同定す る方法 と して は ， 従来よ り種 々 の 方法が 用い られ て き
てい る ． そ の うち ， 最も信板性が高い の は異種移植に よ る腫瘍
の 再現性を み る方法で ある ． 今回 の 細胞培養株 は ， 先天性胸腺
欠損 マ ウ ス へ の 異種移植 が可 能で ， 組織学的に は原腫瘍 一 移植
腫瘍とも に 低分化型腺癌 で あり形態学的に も よく類似 し て い
た ． 一 般 に 分化型の 細胞株 は継代培養を続ける こ と に よ っ て 低
分化型 へ 変化 して い く 現象がみ られ ， 増殖する に 伴 い ， い く っ
か の 異な る性質を持 っ た ク ロ ー ン が 出現 して くる 可能性 に つ い
て 報告され て い るり ． 今回 の 細胞殊 に つ い て は ， 現在 ま で 何 回
か先天性胸腺欠損雌 マ ウ ス へ の 移植 を 行な っ て 検討 し て い る
が ， い ずれ も移植腫瘍 と原腫瘍 の 組織像 は よく類似 して い た ．
細胞増殖 に及ぼす各種性 ス テ ロ イ ドの 影響 に つ い て は ， そ の
濃度 に よ っ て 増殖促進あるい は抑制作用 が認め られ ， それ ぞれ
に 至適濃度の 存在す る可 能性が示唆 され た ． E と体癌の 関連に
つ い て ほ ， 欧米に お い て 更年期以降の 女性正対 して よく行 なわ
れ て い る 長 期 の E 単 独 補 充療 法 くe str oge n r epla c e m e nt
therap y， E R Tトは体癌 の 危険度 を 4ノ ． －ノ 8倍に増加させ る と報告
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され て い る
24 ト 26I
． ま た ， 体癌細胞培養系 に つ い て も， 増 殖田子
な どを含 まな い 無血 清培地に おい て E2 の 添加 に よ っ て 増殖が
克進す る と報告され て お り ， 今回 の 樹立細胞株 でも Ez の 成熟
期女性の 生理 的血 中濃度相当の 範囲内で著明に 増殖の 克進す る
こ と が 認 め ら れ た ． こ の 成 績 は 子 宮体癌細胞 株 で あ る
Ishika w a株 に お ける Holinka ら抑 の 成績と 同様 で あ っ た ．
プ ロ ゲス ト ー ゲ ソ に 関 して は ， 工shika w a株で は M P A が癌細
胞 内 の 自 己 増殖因 子 で あ る 腫瘍増殖国子 a くtr a n sfor ming
gr o wth factor
－ a， T G FrcO の 遺伝子に 直接作用 して ， mR N A を
減少 さ せ る こ と に よ り細胞増殖を抑制す る と 報告 さ れ て い
る28I． しか し ， M P A投与に よ っ ても腫瘍 の 縮小が認 め られ な い
例も存在する こ とか ら， 臨床的に 認め られ る抗腫瘍効果に つ い
て ， 西 田 ら
2gI ほ 内膜癌細胞周囲の 問質を機能的に 障害す る こ と
に よ り， 癌細胞 へ の 栄養補給が絶たれ 抗腫瘍効果と して 現われ
るの で は な い か と推察 して い る ． ま た ， Pの 作用 に つ い ても ，
高濃度く10－5MIで 長時間細胞 と接触 して初め て 作用 を示 す こ と
か ら ， そ の 増殖抑制作用は ホ ル モ ン 作用 で ほ な く薬理作用 で ほ
な い か と推察 して い る ． 今回 の 樹立株細胞 で ほ ， P の 増殖抑制
効果は 1 0．5M の 濃度 で最も強 く認 め られ た ． ま た ， 10．8ノ ー
10．6 M の 濃度 では 対照群 と差を認 め な い も の の ， 10－10一 旬1 0－g
M の 濃度で は増殖抑制効果が認め られ た ． こ の ような低濃度で
認 め られ た 増殖抑制効果は ， 他の 子宮体癌細胞株で ほ報告され
て い な い ． こ の 点か ら， 本細胞株は特 に P に 感受性を有するも
の と 考え られ ， そ の 増殖抑制に は至適濃度の 存在す る こ と が示
酸さ れた ． な お ， 高濃度に おける増殖抑制効果 は ホ ル モ ン 作用
に よ らな い 細胞毒性 に よ るも の と推察 され た ．
ア ン ド ロ ゲ ソ の 細 胞増殖 に 及 ぼす影 響 に つ い て は t
Ce ntola301に よ ると ， T で は 0．5JJgノmlく1 0－6Ml の 濃度の 場合 ，
子 宮 体癌細胞 く0 34株1 の 増殖 を わ ず か に 促 進 － 5月gノml
く10－SMI の 場合に は反対に わずか に 抑制 し ， ま た ， 合成 男性 ホ
ル モ ン 剤 メ チ ル ト リ ユ ノ ロ ン くm ethyltrie n olo n el で は ，
0．5 へ 1恥gノmlく101し－ 10，5 岬 で 同細胞殊 に お い て 著明に 増殖を
抑制 した と して い る ． 合成 男性ホ ル モ ン 剤の 場合に ほ ， E2 に 変
換 され な い こ とか ら細胞 に 直接作用 し抑制 したもの で あ り， 一
方 丁添加の 場合に み ら れ た 増殖促進作用 に つ い て ほ ， 0．5ルgノ
m い添加培養後 に 培地中の E2濃度 の 上 昇が み られ た こ とか ら癌
細胞内の ア ロ マ タ M ゼ くar o m ata s eHに よ り E2に 変換 され た た め
で は な い か と 推察 して い る ． 今 回 の 樹 立 株細胞 で は ， T濃 度
10110へ 10－5M の 範 囲で 検討した と こ ろ ， 10－g へ 10．且M の 濃度で
最も強い 抑制効果 を示 した が ， 10．7一 旬 10．SM の 濃度で は対照群
と の 間に 有意差を認め られず ， ま た ． い ずれ の 濃度に お い て も
Ce ntola の 報告 に ある よ う な増殖促進作用 ほ 認 め られ な か っ
た ．
一 方 ， D H Aの 細胞増殖に 及ぼす影響 に つ い て 詳細 に 検討 し
た 報告は ， 現在の と こ ろ必ず しも多くな い ． D H Aほ 弱 い ア ン
ド ロ ゲ ン 作 用 を 有す る と さ れ ， 成 人 女性 の 1 日産生量 ほ
1 5ノ ー 20m g， そ の 血 中濃度 は 1．5へ ノ6．Ongノml と 報告 さ れ て お
り恥 l 女性 で はそ の 大部分が副腎よ り産生 され て い る ． しか し，
そ の 作用 や産生調節傲序 に つ い て は ， な お未解明の 点が 多い ．
D H A と子宮体癌の 発生 との 関係に つ い ての 調査 ． 研究 も行 な
わ れ て い るが ， 現在なお 明確な結論が得られて い な い 脚
3I
． 細胞
培養系 を使用 した これ ま で の 実験報告で は ， D H A がZ R－75－1
乳癌細胞 の 増殖を促進 した とす る 報告叫 が あ り ， そ れ に よ る
と， L D H A がプ レ ホ ル モ ンりpreho r m on elと して E， T， そ の 他の
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ホ ル モ ン へ 代謝変換 され 増殖作用 を 示 した と して い る ． 今回 の
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倍 に 相当す るも
の で あるが ， 範．織 内濃度 が 血 中濃度 よ り高 い と い う報告もあ
る
3ら1
． 今 回 の 実験成績か らみ た 限 り で は ． 本棟細胞 に 対 して
D H A ほ細胞増殖 に 促進的 に 働くもの と考 え られ た ． しか し ，
D H A が細胞増殖 を抑制 した とする Dw orkin ら361の 報告 で ほ ，
ヒ ト緩維芽細胞 W I－38 や子宮頸癌細胞株 HeLa 等の 細 胞 に 対
して 抑制的 に 働き ， その 抑制 が ヌ ク レオ シ ドくn u cle osidel の 添
加 に よ っ て 解除 され る こ と か ら ， グル コ ー ス ー6－リ ン 酸脱水素酵
素くglu c os e－6－Pho sphatedehydroge n a s elを 抑制す る こ と に よ る
核酸合成 の 抑制が そ の 原 因で ある と して い る ． し た が っ て ，
D H Aに つ い て得 られ た今 回 の 結果が ， 樹立細胞株 の み に み ら
れ る特異的 な こ とな の か ， ある い ほ D H Aの 直接的作 用 に よ る
もの な の か ， 代謝変換 された ホ ル モ ン の 間接的な作用に よ るも
の な の か に つ い て ほ 今後検討すべ き課題 と考え られた ．
放射線の 殺細胞効果 の 磯序は詳細 は 不 明であ る が ， D H Aの
損傷 に よ る もの と考 え られ て い る ． 放射線 に よ り細胞死 に 至る
も の と ， 損傷 は受け るもの の 致死的で は な い 亜 致死的損傷 と l
回復 をみ せ る潜在的致死損傷の あ る こ と が知 られ て い る 叩 ． ま
た ， 放射線感受性 に つ い て ほ ， 同 一 阻織塾由来 の ヒ H 蓮瘍培養
細胞 でも細胞株 ごと に 放射線感受性が異な る こ とが 指摘 されて
い る
38I
． 治療面 でをま， 一 般 に 1 回分割線量 2 Gy が標準と さ れ て
い る が ， 今回 の 10 Gy l 回照射で対照群 と比較 した 結果 で は ，
照射後 2週目 ごろ か ら細胞数の 減少 がみ られ ， 照射後19 日目に
は 対照群 の 約1ノ5 に減少 し ， 増殖速度 の 減退が認 め ら れ た ． こ
れは X操照射 に よ り細胞の 増殖能が減退 し ， 活性 の 落 ち た状態
で生存 して い るもの と推定 され た ．
以上 ， 今 回樹立 した 細胞株は低分化型子宮体癌由来で 5年以
上継代を続け てお り ， 接触阻止を起 こす こ と なく増殖 し， 形態
学的 に も細胞学的悪性基準を満た して い た ． なお ， 各種性 ス テ
ロ イ ド ホ ル モ ン の 細 胞増殖に 及ばす影響 の 検討か ら ， E2 と
D H A ほ増殖促進的に ， TとP は抑制的に作用 し， そ れ ら の 作
用 に は 至適濃度の 存在する こ とが 示 唆され た ． また ， 他の 性状
検索の 結果か らも ， 本細胞株は ヒ ト子宮体癌 の 特性を知 る上 で
有用な 細胞株 の ひ と つ と 考え られ た ．
結 論
57歳 の 子 宮体癌患者 よ り採取 した 腫瘍鼠織か ら継代可能な細
胞株 を樹立 した ． そ の 細胞株 の 性状 と性ス テ ロ イ ドホ ル モ ン 感
受性， 放射線感受性 に つ い て 検討 し， 以下の 結論 を得 た ．
1 ． 手術摘出標本 の 組織型は光辟所見 よ り 低分化型腺癌 で
あ っ た ． 腫瘍組織か ら細胞培養 を行な い 得 ら れ た 株細胞 は ，
1 0 ％非働化 F B S添加 ハ ム F1 2 を培地 と して 静置培養 され て お
り ， 現在も安定 した 増殖を示 して い る ．
2 ． 増殖倍加時間 は72旬 140時間であ っ た ．
3 ． 先天性胸腺欠損雌 マ ウ ス へ の 細胞移植に よ り腫瘍の 形成
が認め られ ， そ の 組織像 ほ原腫瘍と 一 致 してい た ．
4 ． 細胞 ほ頸円形 へ 多 稜形 で敷石状 に 増殖 し容易 に 重賛す
る ． 電子顕微鏡所見 で は ， 核縁の 不 整が み られ ， 大型の 核小体
が偏在 し ， 細胞 内小器官 の 発達が悪か っ た ．




M 濃 度の E2 添加 で 促進 さ
れ ， そ の 効果ほ 10
－ 8
M の 濃度で最も大 であ っ た ． D H Aの 添加
でも ， 10
川
へ 10－5M － の 濃度 で増殖 の 促進が み られ たが l そ の 効
果 は ， E2 に は及ば なか っ た ， Pの 添加で は 1 0－18M ， 1 0T9M と
10－5 M の 濃度で ， Tの 添 加で は 10－10． bl O－8M の 濃度で増殖が
抑制 され た ． こ れ ら性ス テ ロ イ ドの 効果 に は ， そ れ ぞれ に 至 適
濃度 の 存在す る可 能性が 示 唆さ れた ．
6 ． 放射線 10Gy l 回照射 に よ り ， 培養細胞の 増殖抑制 が認
め られ た ．
以上 ， 子宮体部低分化型腺病由来 の 細胞株を樹立 し ， そ の 性
状に つ い て 検討 した ．
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A bstract
A cel11in ew as establishedfro mthe operatio n s匹ClmenOfh un an endo m e扇alpo orly differ ntiated aden o carcino m a
taken打o m a57year oldw om an． T he m orphology， grOWthpattern． e 飽cts ofs ex steroid hor m on es， a ndradiado n e飽 cts on
theprolifbradon ofthe ce11s負
．
o mthe establishedc elline were examined． T he cels hav egro w n w ell withoutinter ruPdonfor
ov er5years and hav e subculdvated ov er80ge nerations． n e s e c ells w ere c ultured wi dl H am
1
s F 12c o ntaininglO ％ heat
inacdv ated fbtalbovin e se ru mくFBSJat37て underhu midi丘ed 5 ％C Oza nd 95 ％air－ T hedo ublingdm efor th is ce11 1ine was
72 へ 140 hours． The m on olayer cultured cells ap peared epithelial， Showing a pav e m ent
－1ike arr angem e nt andpiling up
tendency wi thoutc ontactinhibidon ． Byheterotra nspla tado nto a c ongemitally athymic ftm ale m ouse， thede velopedt um Or
rese mbled the o ngln altum or． T he effects of sex steroid ho rm OneSO nthe prolifbratio n of thes e c ells we r e st udied by
estim atng 血e c ellgro wth． Ce11s used fbr th is e xpen m entS W ere CulttF edin H am
r
S F 12 m edi um C Ontal m ng lO ％ de xb
－
an




6M ofestr adioICB2Jtothe m edium reSulted in a signi負c an tincre ase
in cellnum 加rs c o mpar ed wi th the c ontrolくpd ．05J and the m axim un e飴 cfOfE2 ap pear edat lO
T
8M ． The addition oflO，10
へ 10
－ 5M ofdehydr 00Piandr osteron eくD HAltothe m edi um reSultedin increaseincel numbers c o mpar ed with the c ontr ol





M ． But 也e activatio n eftct of D H Aon cellproliftratio n




M ofprogestero neくPltothe m ediun reSultedin adecrease





M oftestosteron eCrltothe m edium also
resultedin adecreaseinc elln umbers c o mpared wi thhe c onBolくPtIO－05J． As for the radiosensitivity of 血ese ce11s， C e11s
w ere cultured in Ha mts F 1 2m edium CO ntal m ng lO％ heatin acdv ated F BSfbr4 days and then irradiated witha slngledose
of lO Gy． Nin eteendays afterirradiation， the ce11n umbershad decr easedc o mpar ed wi th the n omirradiatedco ntrolくpく0．051－
As m e ndon ed dJOV e， a C el11inederiv ed fro mpo orly di 飴remiated endom e血alc ar Cino m a w as establihed， a nd the c e11
gro wdl WaS enhan ced byE2 andD H A， and w as s uppressedbyP， T and irradiatio n－
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